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 膵癌及び胆道系癌は治療抵抗性の悪性疾患であり, その発癌過程や浸潤, 転移等のメカニズム
 を解明することは急務である。 しか し, その分子レベルの機序は現在のところほとん ど分かって
 いな い。 分子レベルでの膵癌及び胆道系癌発癌機構の解明を目的とするために生体内で時期およ
 び臓器特異的に遺伝子変異導入可能なコンディ ショナルジー ンターゲッティ ング法を用いて解析
 をおこなった。 Cre-loxP システムをもちいたコンディショナルジーンターゲッティングにより
 生体内でマウスの膵臓及 び胆道系に特定の遺伝子変異を導入することが可能になった。
 家族性大腸腺腫症 (FAP) の原因遺伝子である 河ρo 遺伝子はヒト膵癌でも変異が報告されて
 いる癌抑制遺伝子である。 近年, 鴻ρo遺伝子の癌抑制機構の解明に新たな展開がみられた。 それ
 は,.4pσ 遺伝子はその機能の一つとして細胞内で WNT シグナ ルの制御因子として機能すること
 が明 らかとなってきた事である。 遺伝子変異により、4 PC 蛋白とβカテニンとの結合能が失われ
 ると, WNT シグナル制御機構が破綻 し標的遺伝子である Myc あるいは Cyclin D1 等が過剰発
 現する。 その結果, 細胞の形質転換が引き起こされることが大腸癌などの細胞株を用いた実験で
 明かとなってきた。
 膵癌発生, 進展には様々な増殖因子が関与していることが知られているが, 膵上皮細胞でも
 、4ρo 遺伝子変異によりこれと同様な機構で発癌するのだろうか。 この疑問を解明するために Aρo
 遺伝子のコ ンディ ショナルジー ンターゲッティングマウス (APC580S) と非増殖性アデノ ウイ
 ルスベクター AxCANCre を用 い, マウスの膵臓にアデノ ウイ ルスを注入感染させることによ り,
 マウス生体内で膵腺房細胞特異的に 君ρc 遺伝子変異を導入した。
 マウスの膵腺房細胞に、4ρc 遺伝子変異導入後1年間の長期観察にても膵臓に腫瘍形成は観察
 されなかった。 しか し, 膵臓に注入 したアデノ ウイルスベクターが予想外にも胆道系を逆行性に
 感染 し,、4ρo 遺伝子変異による胆道系腫瘍を発生させた。 この胆道系腫瘍によりアデノ ウイルス
 感染後7ケ月以後に死亡するマウスが出現 し, ある個体では肺に遠隔転移するな どこの胆道系腫
 瘍は悪性度の高い癌であった。 このことから上皮細胞による、4po遺伝子変異に対する発癌感受
 性の違いが明らかになった。
 次に, 膵癌を含む多くのヒトの癌で変異が同定されているρ53 遺伝子に注目 し, 膵腺房細胞で
 、4ρo 遺伝子機能と ρ53 遺伝子機能の両者を欠損させ, 癌細胞にみられる遺伝子変異の蓄積を実験
 的に再現した。 すると, 両者の遺伝子機能が欠損して8週以後に腺房細胞由来の腫瘍性病変が発
 生した。 つまり, マウスの膵腺房細胞は、4ρo遺伝子単独の変異では発癌 しないが,、4ρご 遺伝子と
 ρ53 遺伝子の両者の機能を欠損することによ り, 形質転換 し腫瘍性の増殖をすること が分かった。
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 この時の発癌経路を分子 レベルで解析するため, WNT シグナ ルの経路上で 孟ρo 遺伝子により
 負に制御されているβカテニンの細胞内動態を免疫組織学的に解析した。 βカテニンは大腸上皮
 細胞などでは、4ρc 遺伝子変異により安定化 し細胞質に蓄積, 発癌誘導因子と して作用すると考
 えられるが, 膵腺房細胞でも確かに変異導入早期からβカテニンを蓄積する細胞が観察された。
 しか し, ρ53 遺伝子機能が正常な場合にはβカテニ ン蓄積細胞は長期にわたり存在するものの,
 腫瘍化しない。 それに対 し, ρ53 遺伝子機能を欠損する場合には変異導入8週以後にβカテニン
 蓄積細胞の一部が腫瘍性の増殖能を獲得した。 つま り, マウスの膵腺房細胞では 且ρc 遺伝子変
 異によるβカテニンの蓄積だけでは直接発癌に結びつかない。 さ らに ハρc 遺伝子と ρ53 遺伝子
 両者の機能が欠損 した細胞で もす ぐに は腫瘍性の増殖 は起 らな い。 それらの細胞の中でさ らにな
 ん らかの機序により新たな形質を獲得 した細胞のみが腫瘍性に増殖を始めるということが明 らか
 になった。
 以上の実験結果より膵腺房細胞腫瘍およ び胆道系癌の発生機序のひとつとして ハρo 遺伝子の
 関与する経路の存在が示唆された。
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 審査結果の要旨




 ことは, 単に胆道系癌のマウスモデルを作製した点で意義があると同時に、 Apc 遺伝子変異に
 よる in vivo の癌細胞浸潤, 転移モデルという点でも意義深い。
 さらに, 膵腺房細胞における Apc 遺伝子コンディ ショナルジーンターゲッティ ングでは, 局
 所における変異導入効率を明らかに した点で非常に精度の高い解析である。 そして, マウス生体
 内での時期及 び細胞特異的遺伝子ターゲッティ ングという ヒ トにおける 発癌過程を再現 した実験
 系を用い, Apc 遺伝子変異による膵腺房細胞内のβカテニンの動態を抗体染色にて初めて明ら
 かにし, さらにこの腫瘍形成経路における p53 遺伝子機能の作用を解析した点で独創的な研究
 である。
 予備審査において, この研究は充分学位に値するとの評価であったが, 以下の点で一部修正を
 求められた。 1:用いたマウスの background incidence を記載すること。 2ニマウスの膵腫瘍
 を adenomaとする根拠 (histology) を示すこと。 3:title を再考 し, 胆道系腫瘍の解析も
 title の中に入れることができないか? 4:研究背景をさらに詳細にすること。 5:Apc-/一,
 p53一/一に加えた第3factor についての discussion を明確にするこ と。 6:その他の指摘され
 た minor な点をも考慮すること (ページナンバーを明記するように)。 以上については修正, 加
 筆されている。
 以上より, 本研究は学位に値するものである。
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